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ABSTRAKT 
Hlavním tématem této bakalářské práce je studium vlivu teploty a UV záření na celkový 
sterilizační účinek dielektrického bariérového výboje. Sterilizace je proces, při kterém 
dochází k eliminaci všech forem života. Předložená bakalářská práce se zabývá plazmovou 
sterilizací, což je jedna z metod, které vyhovují požadavkům na sterilizaci teplotně 
senzitivních materiálů a materiálů citlivým na chemické látky. Tato sterilizační metoda je 
účinná na široké spektrum prokaryotních i eukaryotních mikroorganismů. Působí na ně 
několika mechanismy založenými na účincích UV-záření, aktivních částic a teploty. 
V mé práci byl pro opracování vzorků použit dielektrický bariérový výboj (DBD) pracující 
za atmosférického tlaku. Výboj byl generován v argonu a dusíku. Hustota výkonu 
dodávaného do plazmatu byla 2 562,96 mW·cm-3 (pro argon) a 2 044,44 mW·cm-3 (pro 
dusík), u těchto plazmových výkonů bylo v předchozích měřeních dosaženo nejlepších 
sterilizačních účinků. Jako modelové mikroorganismy byly použity spory plísně Aspergillus 
niger. Nosným materiálem byl papír typu Whatman No. 1. Každá série vzorků byla 
opracovávána vždy v časech 5, 10, 20, 40, 60, 120 a 180 sekund. Vliv UV záření byl studován 
v plazmatu pomocí křemenného skla propouštějící toto záření. Při opracování byla část 
vzorků zakrytá křemenným sklíčkem a část ponechána volně. Dielektrický bariérový výboj 
pronikající přes křemenné sklíčko měl nižší sterilizační účinek než výboj působící přímo na 
vzorek, jelikož na vzorky bez sklíčka působily kromě UV záření a teploty i aktivní částice. 
Výsledky nám ukázaly i to, že sterilizační účinek DBD roste s délkou expozičního času. Při 
srovnávání výsledků získaných při stejných podmínkách v argonu a dusíku byl vyšší 
sterilizační účinek pozorován v argonu. 
Účinky UV záření a teploty byly studovány odděleně. Při studiu teplotní inaktivace byla 
pomocí termočlánku proměřena teplota působící mezi elektrodami, poté byly v termostatu 
vzorky vystaveny teplotě shodné s teplotou v plazmatu. Takto získané výsledky byly 
srovnány s výsledky dosaženými při přímé expozici plazmatem. Na základě srovnání lze 
konstatovat, že vliv teploty při sterilizaci v DBD byl zcela zanedbatelný. 
Pomocí optické emisní spektroskopie byla provedena spektrální analýza plazmového 
výboje. 
KLÍČOVÁ SLOVA 
Sterilizace, plazmová sterilizace, plazma, dielektrický bariérový výboj 
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ABSTRACT 
The main theme of this bachelor thesis is to study the effect of temperature and UV 
radiation to the total sterilizing effect of dielectric barrier discharge. Sterilization is a process, 
which can eliminate all forms of life. The presented bachelor thesis discusses plasma 
sterilization, which is one of the method, which are suitable for sterilization of heat and 
chemical sensitive materials. This sterilization method is effective on the wide spektrum of 
procaryotic and eucaryotic microorganisms. Basically, the main inactivation factors for cells 
exposed to plasma are heat, UV radiation and various reactive species. 
In my thesis a dielectric barrier discharge (DBD) operating at atmospheric pressure was 
used for the sterilization of the samples. Plasma was generated in argon and nitrogen. 
According to the previous measurement the best sterilization results were observed using 
plasma power input 2 562,96 mW·cm-3 (argon) a 2 044,44 mW·cm-3 (nitrogen), therefore the 
same plasma power input was applied during our measurement.  Fungi spores of Aspergillus 
niger were used as model organisms. Whatman paper No. 1st was used as the carrying 
medium. Each sample series was exposed to plasma for 5, 10, 20, 40, 60, 120 and 180 s. In 
order to separate the effect of UV radiation generated by DBD the quartz glass transmitting 
UV radiation was used. During the plasma exposition one of the sample was covered with the 
quartz window and the other sample was directly exposed to the plasma, afterwards the 
results were compared. The microbial abatement observed for the samples covered by quartz 
window was much lower than for the the samples directly exposed to the plasma. In first case 
the UV radiation and temperature is the main inactivation mechanism, while in the latter one 
the synergistic effect of UV radiation, temperature and active species is employed. 
Furthermore the effect of plasma sterilization increases with increasing the plasma exposition 
time. While comparing results observed for the argon and nitrogen, better results were 
achieved in argon. 
Effects of UV radiation and temperature were studied separately. The temperature between 
the DBD electrodes was measured by means of thermocouple. Afterwards the samples were 
placed in an oven and exposed to the same temperature as was measured between the 
electrodes. By comparing the results of heat treated samples and plasma treated samples it can 
be assumed that the influence of the temperature during the sterilization process in DBD was 
negligeable. 
The discharge parameters were studied by means of the optical emission spectroscopy. 
KEYWORDS 
Sterilization, plasma sterilization, plasma, dielectric barrier discharge 
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1 ÚVOD 
Často se říká, že 99 % hmoty ve vesmíru je v plazmatickém stavu, to znamená v podobě 
elektricky vodivého plynu s atomy disociovanými na kladné a záporné elektrony. Je jisté, že 
nitra i atmosféry hvězd, sluneční vítr, většina mezihvězdného vodíku a plynné mlhoviny jsou 
plazma. Avšak v našem každodenním životě je setkání s plazmatem omezeno na několik málo 
případů: úder blesku, polární záře, vodivý plyn v zářivkách či v neonových reklamách a 
nepatrné množství ionizovaného plynu proudícího z trysek raket. Přirozený výskyt plazmatu 
při vysokých teplotách je důvodem označení “čtvrté skupenství hmoty” [1, 2]. 
V této práci se budu věnovat interakci plazmatu a živých organismů, půjde o plazma 
generované v laboratoři, obvykle při atmosferickém tlaku. V této práci chci poukázat hlavně 
na to, že interakce plazmatu a organismů může být velmi užitečná. Těmito organismy mohou 
být viry, bakterie a jejich rezistentní formy života – spóry, sinice, plísně a společenstva 
mikroorganismů vytvářející biofilmy. Tyto organismy mohou způsobovat kontaminaci vody a 
vzduchu, potravin, lékařských nástrojů a přístrojů, dále mohou způsobovat různé nákazy a 
choroby, často epidemie, ale i například zubní kaz. Proto je ve všeobecném zájmu je ničit – 
sterilizovat [3]. 
V současné době je pro samotnou sterilizaci používáno mnoho postupů a alternativ, které 
využívají různé fyzikální či chemické vlivy. Právě kvůli těmto použitým chemickým látkám a 
fyzikálním vlivům jsou však některé používané metody předurčeny pouze pro specifické 
použití. Omezujícím faktorem tak může být toxicita používaného sterilizačního média, vysoká 
sterilizační teplota či nebezpečnost ionizačního záření užitého při sterilizačním procesu [4]. 
Při použití plazmatu jako sterilizačního prostředku se lze těmto negativním a nežádoucím 
vlivům vyhnout. V současné době se výzkumem sterilizačního účinku plazmatu a jeho 
využitím zabývá mnoho výzkumných týmů. Na trhu jsou již dostupné komerční plazmové 
sterilizátory (Sterrad, Plazlyte), nejedná se však přímo o plazmovou sterilizaci jako takovou, 
neboť sterilizace je v tomto případě založena na působení chemických látek za nízkého tlaku 
a plazma slouží v tomto případě spíše k rozkladu použitých biocidních látek. Při běžné 
plazmové sterilizaci je mikroorganismus vystaven působení elektrického výboje v plynu nebo 
směsi plynů, které běžně biocidní účinky nevykazují a jsou aktivovány působením 
elektrického výboje a deaktivovány bezprostředně po vypnutí budícího zdroje [5, 6]. 
V medicíně má sterilizace plazmatem velké uplatnění, nejen při sterilizaci lékařských 
nástrojů a přístrojů. Biocidní účinky plazmatu se dají uplatnit i přímo na lidech a zvířatech, 
např. při terapii kožních onemocnění. Za několik let bude možné plazmovou sterilizaci využít 
ke sterilizaci otevřených ran či vředů, k léčbě kosmetických onemocnění, k regeneraci 
poškozených tkání apod. Bylo vědecky prokázáno, že nízkoteplotní plazma významně 
urychluje srážení krve a tím napomáhá k rychlému hojení ran. Při in vivo aplikacích na lidské 
tkáně samozřejmě není možné aplikovat přímo vysoké napětí na elektrodách, je nutné použít 
dielektrické či vysokofrekvenční bezelektrodové výboje [7, 8]. 
Dalšími zajímavými aplikacemi plazmatu v medicíně by mohly v budoucnu být různé 
buňečné manipulace v tkáních, např. řízená buněčná smrt – tzv. apoptóza, která by mohla mít 
obrovský potenciál při terapii rakovinových nádorů. V současné době se plazma využívá pro 
povrchovou úpravu např. kloubních náhrad nebo zubních implantátů, které jsou díky 
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plazmovému opracování lépe přijímány tkání. Plazmové technologie mají v medicíně a nejen 
v ní velký potenciál [7]. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
Na úvod této práce bych nejprve ráda definovala pojem sterilizace a vysvětlila rozdíl mezi 
sterilizací a dezinfekcí. 
Dezinfekce je souborem opatření, jejichž cílem je přerušení cesty šíření nákazy, tudíž jde o 
odstranění původců infekce. K dezinfekci se používají vesměs postupy chemické. Některé 
chemické postupy jsou natolik účinné, že jejich výsledkem je praktická sterilita 
dezinfikovaných předmětů. Tyto postupy se označují termínem vyšší stupeň dezinfekce a 
užívají se u předmětů, které nelze podrobit sterilizaci [9]. 
Sterilizace je odstranění všech mikroorganismů z předmětu nebo prostředí, respektive 
z tělesného povrchu. Sterilizační postupy jsou tedy účinnější než postupy dezinfekční a 
většinou bývají fyzikální povahy [9]. 
2.1 Chemické sterilizační metody 
Při sterilizaci se upřednostňují především fyzikální metody, chemická sterilizace se 
uplatňuje omezeně. Hlavním důvodem je problematické odstraňování reziduí, korozivní 
účinky, chemická reaktivita, případně jiné nepříznivé vlivy chemických látek na sterilizovaný 
materiál. Chemické sterilizační metody jsou určeny pro materiály, které nelze sterilizovat 
fyzikálními metodami, ať už z důvodů citlivosti materiálu nebo finanční nedostupnosti 
alternativní techniky. Sterilizačním médiem může být kapalina nebo plyn předepsaného 
složení a koncentrace. Při sterilizaci dochází k chemické reakci nukleofilů nebo radikálů 
s molekulami v buňkách. Tím dochází k denaturaci molekul [4]. 
2.1.1 Sterilizace ethylenoxidem 
Ethylenoxid je za normálních podmínek bezbarvý hořlavý plyn příjemné sladké vůně, 
jehož páry jsou při kontaktu se vzduchem výbušné. Pod teplotou 10 °C se vyskytuje jako 
bezbarvá kapalina. Dobře se rozpouští ve vodě a rozkládá se na glykol, vodík a kyslík. Je to 
prudký protoplazmatický jed, leptá kůži a sliznice, je podmíněně mutagenní a karcinogenní 
[10]. 
Ethylenoxid je sterilant se širokospektrálním účinkem, velice účinně likviduje všechny 
formy mikroorganismů a spor. Patří mezi nejužívanější sterilizační postupy v průmyslu. 
Používá se ke sterilizaci termolabilních zdravotnických materiálů, dále ke sterilizaci 
porézních materiálů (molitan, peří, matrace), plastů, gumy a papíru (archívy) [11]. 
Sterilizace ethylenoxidem probíhá ve speciálních přístrojích. Je založena na působení 
etylenoxidu v podtlaku nebo přetlaku při teplotě 37–55 °C dle použitého typu plynu. Jako 
sterilant lze použít směs ethylenoxidu a inertního plynu (tlak vyšší než atmosférický) nebo 
čistý ethylenoxid (tlak nižší než atmosférický). Platí, že čím vyšší teplota tím vyšší 
sterilizační účinek (kratší čas sterilizace) [11]. 
Předností ethylenoxidové sterilizace je vysoká difuzní rychlost a tedy dokonalá penetrace 
do materiálu, nezávisle na tom, zda se jedná o kompaktní či porézní materiály, což umožňuje 
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sterilizaci předmětu přímo v obalech. Metoda je vhodná pro deaktivaci biologických bojových 
látek [12]. 
Hlavní nevýhodou ethylenoxidové sterilizace jsou vyšší investiční náklady na zřízení 
sterilizace, vyšší časová náročnost na desorpci a karcinogenita [12]. 
2.1.2 Sterilizace formaldehydem 
Čistý formaldehyd je za normálních podmínek bezbarvý plyn se silným, dusivým 
zápachem. Za vyšších teplot (> 150 °C) se rozkládá na kyselinu mravenčí a oxid uhelnatý. 
Páry jsou hořlavé a výbušné. Formaldehyd patří mezi těkavé organické látky. Je velmi dobře 
rozpustný ve vodě, alkoholech a dalších polárních rozpouštědlech. Je to velmi toxická látka 
[13, 14]. 
Vysoce aktivní molekula, obsahující uhlík a kyslík spojený dvojnou vazbou, je vysoce 
polarizovaná a má iontový charakter. Tento faktor má za následek vysokou aktivitu. Mimo 
jiné tato molekula reaguje s nukleidovými kyselinami a proteiny, které jsou přítomny ve 
sporách a mikroorganismech [15]. Jako redukční a alkylační činidlo reaguje s citlivými 
skupinami na molekulách organických látek, což se projevuje výtečným mikrobiocidním 
účinkem. Formaldehyd s jistotou ničí bakterie, spory, plísně i viry. Působí pouze povrchově, 
nemá penetrační účinky. Využívá se ke sterilizaci některých nástrojů a choulostivých 
předmětů [9]. 
Sterilizace se provádí ve speciálních přístrojích za teploty 60 až 80 °C. Základní 
podmínkou je vytvoření homogenní směsi vodních par a par formaldehydu v koncentraci 
okolo 2% v prostoru sterilizační komory a jeho následná kondenzace na povrchu materiálu 
[12]. 
Předností formaldehydové sterilizace jsou nízké provozní náklady a dobrá biologická 
účinnost. Nevýhodou je špatná penetrace do porézních materiálů, vysoká sterilizační teplota 
(minimálně 50  °C) a dlouhý čas kompletního cyklu [12, 16]. 
2.2 Fyzikální sterilizační metody 
Fyzikální metody se upřednostňují před chemickými sterilizačními metodami. V praxi se 
z fyzikálních postupů sterilizace uplatňuje především působení tepla, méně často záření a 
filtrace. 
2.2.1 Sterilizace horkým vzduchem 
Při horkovzdušné sterilizaci se využívá obvykle teplot mezi 160 °C až 180 °C (viz. tabulka 
č. 1). Mechanismem účinku horkého vzduchu se zdá být denaturace bílkovin. Prakticky 
všechny nesporulující mikroby jsou při 180 °C zabity do 5 minut. Viry jsou citlivější, 
s výjimkou viru hepatitidy B, jenž se v krvi inaktivuje při 160 °C již během 60 minut. Vůči 
suchému teplu jsou nejodolnější bakteriální spory, ty nejrezistentnější se zničí při 180 °C až 
za 15 minut [9]. 
Touto metodou lze sterilizovat termostabilní látky neobsahující vodu (tuky, oleje, vosky, 
glycerin) a práškové materiály (talek) [9]. 
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Výhodou sterilizace horkým vzduchem je, že přístroje k tomu užívané, tedy horkovzdušné 
sterilizátory, jsou poměrně levné. Nevýhodou je, že sterilizovat se takto dají jen předměty 
z odolných materiálů (sklo, porcelán). Kovové nástroje ztrácejí opakovanou horkovzdušnou 
sterilizací tvrdost a tupí se. Papír, textil, vata, dřevo, korek při tomto postupu trpí a mění svůj 
vzhled a vlastnosti [9]. 
2.2.2 Sterilizace vlhkým teplem 
Tento typ sterilizace se nazývá také autoklávování. Jedná se o sterilizaci při vysokých 
teplotách pod tlakem. Teplota vodní páry stoupá téměř lineárně s jejím tlakem. Přístroj určený 
ke sterilizaci parou pod tlakem se nazývá parní sterilizátor neboli autokláv. Autoklávy jsou 
hermeticky uzavíratelné nádoby s dvojitým pláštěm, umožňující sterilizaci nasycenou vodní 
parou při tlaku větším než je tlak atmosférický. V malých stolních autoklávech se pára vyvíjí 
přímo ve sterilizační komoře. Větší přístroje mají vlastní vyvíječ páry nebo jsou připojeny na 
parní rozvod. Pára v autoklávu proudí nejprve do pláště a až poté do komory [4, 9]. 
Autoklávovat lze kov, sklo, porcelán, obvazový materiál, bavlněné a lněné prádlo, některé 
roztoky a poměrně málo druhů plastů [9]. 
Použití páry za zvýšeného tlaku je z praktického hlediska nejspolehlivější a poměrně i 
ekonomický sterilizační postup. Při styku s chladnějšími předměty pára kondenzuje na vodu a 
přitom předá ohromné množství výparného tepla. To usmrtí přítomné mikroorganismy 
tepelnou denaturací bílkovin, rozkladem nukleových kyselin a porušením buněčných 
membrán [9]. 
Protože v případě páry se jedná o tzv. vlhké teplo, je jeho působení na mikroorganismy 
daleko účinnější než v případě tepla suchého. Proto jsou předepsané expoziční doby při 
autoklávování daleko kratší než při horkovzdušné sterilizaci, i když se užívá nižších teplot 
(viz. tabulka č. 1) [9]. 
Tabulka č. 1: Sterilizační podmínky pro horkovzdušnou sterilizaci a sterilizaci vlhkým teplem 
[17] 
Sterilizace horkým vzduchem Sterilizace vlhkým teplem 
Teplota [°C] Expozice [min] Teplota [°C] Expozice [min] 
160 120 121 15 
170 60 126 10 
180 30 134 3 
2.2.2.1 Frakcinovaná sterilizace 
Frakcinovaná sterilizace se využívá ke zničení spor v termolabilních roztocích (média 
obsahující cukry, želatina), které nelze autoklávovat. Jedná se o trojnásobné opakované 
zahřívání na 30 minut při 100 °C proložené inkubací při 37 °C přes noc. Předpokládá se, že 
první zahřátí zničí vegetativní formy mikrobů, přítomné spory pak při 37 °C vyklíčí, vzniklé 
vegetativní buňky se zlikvidují dalším zahřátím a případné zbylé spory zmizí po druhé 
inkubaci a třetím zahřátí [4, 9]. 
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2.2.2.2 Tyndalizace 
Tyndalizace se užívá u extrémně termolabilních roztoků (bilkoviny). Postup je obdobný 
frakcinované sterilizaci, ale zahřívá se až šestkrát a na nižší teploty – i na pouhých 60 °C [9]. 
2.2.2.3 Pasterizace 
Jako pasterizace se označují tepelné technologické postupy sloužící ke snížení počtu 
mikrobů v potravinách a nápojích (pivo, víno, mléčné výrobky). Rozeznáváme dlouhodobou 
pasterizaci – půlhodinové zahřátí na zhruba 62 °C, krátkodobou pasterizaci – zahřátí na 72–
75 °C po dobu 15–20 sekund, a mžikové zahřátí až na 85 °C. Pasterizací se zvýší biologická 
stabilita [4, 9]. 
2.2.3 Sterilizace filtrací 
Tento způsob sterilizace se používá především pro kapaliny a roztoky, které nesnášejí vliv 
vysoké teploty, média pro tkáňové kultury a především mnohá léčiva. Velmi rozšířené je 
filtrování (odstraňování) mikrobů ve vodárenství a v potravinářském průmyslu [4, 9]. 
Jako filtrační materiál slouží porcelán, slinuté sklo, infusoriová hlinka, umělohmotné 
náhražky azbestu a další. V posledních letech jsou tyto filtry nahrazovány membránový filtry, 
které jsou vyrobeny z nitrocelulózy a jiných syntetických materiálů. Podle konstrukce 
použitého materiálu dělíme filtry na azbestové Seitzovy filtry lisované z azbestu a celulózy, 
skleněné jenské filtry z borosilikátového skla ve formě porézních destiček zatavených 
v nálevkách a membránové ultrafiltry s různou velikostí pórů [9, 18]. 
Póry filtračních prostředků musí být dostatečně malé, aby zabránily proniknutí 
jednotlivých buněk bakterií a spor kontaminujících mikroorganismů. Filtrací není možné 
z roztoků odstranit viry. Filtrovaná tekutina se musí protlačovat přes bakteriální filtr například 
pomocí podtlaku v jímací nádobce [4, 9]. 
2.2.4 Sterilizace zářením 
Elektromagnetické vlnění různých vlnových délek se značně liší svým fyziologickým 
účinkem na mikroorganismy. Nejčastěji užívané záření při sterilizaci je ionizační záření [19]. 
2.2.4.1 Ultrafialové záření (UV) 
Ultrafialové záření má silné mutagenní a letální účinky na mikroorganismy. Největší 
mutagenní a letální účinky má UV záření o vlnové délce, jež je nejvíce absorbována 
nukleovými kyselinami (265 nm). Hlavní příčinou účinku UV světla na mikroorganismy je 
tvorba kovalentních vazeb mezi sousedními pirimidiny nukleových kyselin. Kromě přímého 
účinku na nukleové kyseliny působí UV světlo také tvorbou toxických peroxidů a ozónu [19]. 
Zdrojem ultrafialového záření jsou tzv. germicidní zářiče, jejichž účinnost však s dobou 
používání rychle klesá. Vlnové délky germicidních UV lamp se pohybují obyčejně v oblasti 
210 až 310 nm. Intenzita účinku UV světla je závislá na množství pohlceného záření, jež je 
úměrné síle zdroje a době ozařování a klesá se čtvercem vzdálenosti od zdroje záření [9, 19]. 
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Mikroorganismy se vzájemně značně liší svou odolností k účinkům UV světla. Poměrně 
odolné jsou spory rodů Bacillus, Clostridium a Desulfotomaculum, avšak ještě odolnější jsou 
buňky bakterií nebo kvasinek, obsahující karotenoidní barviva [19]. 
UV záření působí pouze na povrchu a neproniká do hloubky, proto se nemůže v žádném 
případě použít ke sterilizaci dutých předmětů nebo sterilizaci předmětů volně rozložených, 
pokud nejsou ozářeny ze všech stran. V praxi se UV záření používá ke snížení počtu zárodků 
v operačních a sterilních prostorech, v pitevnách, v odběrových místnostech, v léčebnách 
tuberkulózy [20]. 
2.2.4.2 Ionizující záření 
Ke sterilizaci se využívá pronikavého gama-záření například z radioizotopu 60Co. 
Ionizující záření má silné mutagenní a letální účinky. Účinek těchto ionizačních záření je 
vyvolán jejich přímým působením na citlivé molekuly buňky (především DNA), 
prostřednictvím volných radikálů a oxiranů, které vznikají v důsledku těchto záření, na buňku 
a její okolí. Účinek těchto záření na genetický materiál spočívá především v indukci zlomů 
chromozomů [9, 19]. 
Jednotlivé mikroorganismy se značně liší svou citlivostí k ionizačnímu záření. Nejcitlivější 
jsou gramnegativní bakterie, zatímco kvasinky a plísně jsou obvykle odolnější než bakterie. 
K usmrcení všech bakterií je zapotřebí zhruba 104krát vyšší dávky, než je smrtící dávka pro 
člověka [19]. 
Ionizačním zářením lze sterilizovat jen nepatrně kontaminované předměty, jako jsou právě 
vyrobené zdravotnické potřeby pro jedno použití zhotovené z některých typů pryže a 
plastických hmot (rozmanité kanyly, injekční stříkačky apod.), obvazy, šicí materiál, některá 
léčiva a transplantáty. Výhodou ionizačního záření je, že proniká jak obaly, tak 
sterilizovaným materiálem, ale nezahřívá sterilizovaný předmět a nemění vlastnosti většiny 
sterilizovaných látek [9]. 
2.2.4.3 Infračervené záření (IR) 
Infračervené záření samo o sobě vlastní smrtící účinek na mikroorganismy nemá a působí 
pouze svými tepelnými účinky. Tepelný účinek vzniká rozkmitáním molekul absorbující látky 
a dodáním vibrační a rotační energie, která se projeví zvýšením teploty absorbující látky [19, 
20]. 
2.2.4.4 Ultrazvuk 
Zvukové vlny o frekvenci vyšší než 20 kHz (tzv. ultrazvuk) působí na mikroorganismy 
letálně tehdy, mají-li poměrně velkou intenzitu (kolem 10 W. cm-3) a nízký kmitočet (kolem 
20 kHz). V tomto případě jde o tzv. kavitační ultrazvuk, který působí na živé organismy tím, 
že v důsledku kmitání vzniká prudká pulsace buněčných membrán a plazmy. Tím se 
opakovaně silně snižuje nebo zvyšuje tlak. V místech o nízkém tlaku se tvoří trhliny, kam 
difundují plyny rozpuštěné v kapalině. Při náhlém stlačení těchto kavitačních bublin vzniká 
obrovský tlak, který porušuje buňky a usmrcuje je [19]. 
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K fyzikálním účinkům ultrazvuku jsou nejcitlivější dlouhé tyčinkovité a vláknité 
mikroorganismy, kdežto koky a kvasinky jsou poměrně odolné. Smrtící účinek ultrazvuku na 
mikroby však není nikdy stoprocentní. V praxi lze ale dobře využít ultrazvuku k čištění 
dutých nástrojů (jehel) před vlastní sterilizací nebo při čištění silně znečištěných skleněných 
předmětů [9, 19, 20]. 
2.3 Plazma 
Jsou známa čtyři skupenství hmoty – pevné, kapalné, plynné a plazma. Plazma představuje 
skupenství, ve kterém je taková teplota, při které se částice plynu pohybují tak rychle, že se 
začínají svými vzájemnými srážkami "rozbíjet". Štěpí se na kladně nabitá jádra a záporně 
nabité elektrony [21]. 
2.3.1 Charakteristika a vlastnosti 
Obecně za plazma považujeme ionizovaný plyn složený z iontů, elektronů, neutrálních 
atomů a molekul, který vzniká ionizací, tedy odtržením elektronu z elektronového obalu 
atomu plynu či roztržením molekul. Plazma je vodivé a silně reaguje na elektrická a 
magnetická pole [22]. 
Jedna z dalších definic popisuje plazma jako kvazineutrální plyn obsahující dostatečné 
množství nabitých částic, jejichž prostorový náboj vede k tzv. kolektivnímu chování. Pojmem 
kvazineutrální označujeme takový stav, kdy se v ionizovaném plynu vyskytuje stejné 
množství částic nesoucí kladný i záporný náboj. Kolektivním chováním bývá zpravidla 
myšlen vztah vůči vnějším elektromagnetickým polím. Záporné částice se pohybují jedním 
směrem, kladné pak směrem opačným [23, 24, 25]. 
Jelikož se plazma svými vlastnostmi výrazně odlišuje od pevných látek, kapalin či plynů, 
hovoříme o něm jako o čtvrtém skupenství hmoty. 
 
Obrázek č. 1: Plazma jako čtvrté skupenství hmoty [26] 
Mezi procesy vytvářející stav plazmatu patří pružné srážky mezi částicemi i nepružné 
srážky, které vedou k ionizaci či disociaci částic. Tyto procesy jsou doprovázeny přenosem 
energie a díky nim se v plazmatu ustanoví rovnováha mezi působením přímých a inverzních 
procesů. Srážky s molekulami mohou vést ke vzniku volných radikálů, z nichž se stávají 
prekurzory chemických reakcí v plazmatu. Chemické reakce probíhají v plazmatu odlišně než 
za běžných podmínek, což je důsledkem velkého počtu energetických srážek [21, 27]. 
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2.3.2 Druhy plazmatu 
Rozlišujeme plazma nízkoteplotní a plazma vysokoteplotní. Z praktického hlediska 
považujeme plazma za vysokoteplotní, pokud je střední energie částic větší než 100 eV 
(1 eV = 11600 K), tomu odpovídá teplota větší než 1 MK. Na základě tohoto kritéria 
považujeme plazma v experimentech s řízenou termonukleární syntézou za vysokoteplotní a 
plazma používané ve výbojích a plazmových technologiích za nízkoteplotní. Nízkoteplotní 
plazma se dále dělí na izotermické, pro které platí, že všechny typy částic mají stejnou 
teplotu, a neizotermické, ve kterém teplota elektronů převažuje nad teplotou ostatních typů 
částic. Vznik jednoho nebo druhého druhu závisí na způsobu, jakým byla plazmatu dodávána 
energie. Izotermicita bývá obvykle spojena s vysokou teplotou plazmatu, není to ale 
podmínkou. Platí však, že neizotermické plazma v přírodě samovolně zaniká, musí se tedy 
udržovat uměle [1, 26, 28]. 
Podle stupně ionizace rozlišujeme slabě ionizované plazma a silně ionizované plazma. U 
slabě ionizovaného plazmatu elektrická vodivost s koncentrací nabitých částic roste, při 
konstantní koncentraci nabitých částic klesá elektrická vodivost se zvyšující se teplotou 
elektronů. Mluvíme-li o silně ionizovaném plazmatu, elektrická vodivost nezávisí na 
koncentraci nabitých částic a roste s kinetickou energií elektronů (teplotou elektronů) [1]. 
Tabulka č. 2: Rozdělení plazmatu dle teploty [26] 
Nízkoteplotní plazma Vysokoteplotní plazma Izotermické Neizotermické 
Te ≈ Ti ≈ T ≤ 2 · 104 K 
↓ stupeň ionizace 1–10 % 
např. obloukový plazmový 
výboj za atmosférického 
tlaku 
Ti ≈ T ≈ 300 K 
Ti << Te ≤ 105 K 
↓ stupeň ionizace 1–10 % 
např. nízkotlaký doutnavý 
výboj 
Ti ≈ Te ≥ 107 K 
↑ stupeň ionizace (až 100 %) 
plazmové fuzní reakce  
 
2.3.3 Zdroje plazmatu 
Zdroje plazmatu se liší především tím, jestli pracují za nízkého tlaku plynu, nebo při 
atmosférickém a vyšším tlaku. Plazma lze generovat stejnosměrným i střídavým proudem, 
nebo i vysokofrekvenčním elektromagnetickým polem. Je-li například přiloženo napětí na dvě 
elektrody uvnitř vyčerpané skleněné trubice, dojde k doutnavému výboji za vzniku plazmatu. 
V plynu je vždy přítomen malý počet elektricky nabitých částic, a tím dojde k zapálení 
výboje. Následně se začne rapidně zvyšovat počet nabitých částic vlivem jejich urychlování 
mezi elektrodami a jejich vzájemnými srážkami. Pokud se napětí na elektrodách bude dále 
zvyšovat, ionizace bude sílit a elektrony na katodě budou mít dostatečnou energii pro výstup 
do prostoru výboje – doutnavý výboj přejde v elektrický oblouk. Mezi další typy výboje patří 
například koronový nebo barierový výboj. Oba typy vznikají při atmosférickém tlaku a jsou 
typické velkou aktivní plochou plazmatu [24]. 
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2.3.4 Využití 
Díky širokému spektru různých vlastností plazmatu, které jsme schopni snadno ovlivňovat 
vnějšími podmínkami, je i šíře aplikací neobyčejně rozsáhlá. Sahá od nejjednoduššího využití 
plazmatu jako zdroje záření, přes řadu plazmochemických procesů vedoucích k úpravám 
povrchových vlastností materiálů a tvorbu materiálů zcela nových, až po termojadernou 
syntézu. Větší část těchto technologií v současnosti využívá plazmatu generovaného za 
sníženého tlaku, i když zejména v posledních letech je patrný trend k aplikaci výbojů za tlaku 
atmosférického, a to zejména z důvodů ekonomických [25]. 
Díky emisi záření se stalo plazma základem pro moderní osvětlovací techniku, jejíž 
účinnost je podstatně vyšší než u klasických světelných zdrojů. Běžně se setkáváme se 
zářivkovými trubicemi a neonovými reklamami, v posledních letech pak díky miniaturizaci 
plazmových světelných zdrojů zaznamenávají rychlý rozvoj plazmové displeje. Významná je 
i generace UV záření pro využití ke sterilizaci medicínských i potravinářských objektů a 
vody. Samostatnou kapitolou světelných zdrojů založených na plazmatu jsou nejrůznější typy 
plynových a excimerních laserů. Netermální plazma za atmosférického tlaku se využívá při 
čištění kouřových plynů a rozkladu organických sloučenin, jako jsou těkavé uhlovodíky a 
halogenidové organické sloučeniny (např. freony). Široké průmyslové uplatnění má také 
povrchová modifikace plazmatem. Užívá se v biotechnologickém, automobilovém, leteckém, 
potravinářském a elektronickém průmyslu. Dále je velmi významnou aplikací plazmové 
leptání. Plazmové leptání se využívá např. v mikroelektronice při výrobě integrovaných 
obvodů [25, 29, 30, 31]. 
Z předchozího textu je tedy zřejmé, že jsme obklopeni, aniž si toho jsme vědomi, výrobky 
připravenými pomocí plazmochemických technologií. Některé tyto technologie využívají 
částečně (např. automobilový průmysl), jiné jsou dnes bez jejich využití nepředstavitelné 
(mikroelektronika, vysokorychlostní přenos dat). Další rozvoj těchto technologií je spojen jak 
s výše uvedenými oblastmi, tak i se směry dříve netušenými [25]. 
2.4 Dielektrický bariérový výboj 
Dielektrický bariérový výboj byl poprvé popsán Wernerem von Siemensem v roce 1857, 
kdy navrhl využití DBD pro generování ozónu. V současnosti nachází DBD uplatnění nejen 
při syntéze ozónu, ale i v řadě dalších průmyslových aplikací, jako jsou CO2 lasery, excimerní 
UV lampy, plazmové displeje, při dekontaminaci plynných škodlivin a při povrchových 
úpravách různých materiálů včetně nanášení tenkých vrstev [32, 33]. 
2.4.1 Princip 
Bariérový výboj je charakterizován přítomností jedné nebo více pevných dielektrických 
bariérových vrstev umístěných mezi kovovými elektrodami. Tyto dielektrické bariérové 
vrstvy mají za úkol kontrolovat distribuci náboje a energii mikrovýbojů na povrchu elektrody. 
Nejvhodnějšími materiály dielektrika jsou sklo, křemičité sklo, keramické nebo polymerní 
materiály. Bariérový výboj může vznikat v širokém rozmezí tlaků, nejčastěji však při tlacích 
0,1–1 atmosféra. Vzhledem k přítomnosti nevodivé bariérové vrstvy je výboj buzen střídavým 
napětím. Napětí mezi elektrodami je obvykle v rozsahu 1–100 kV. Frekvence se pohybuje 
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v rozmezí několika desítek Hz–MHz. Prostor mezi elektrodami dosahuje zpravidla několika 
desetin milimetrů až několik centimetrů v závislosti na požadované aplikaci a je vyplněn 
pracovním plynem [34]. 
 
Obrázek č. 2: Základní experimentální uspořádání dielektrických bariérových výbojů. 
AC generator - zdroj střídavého napětí, discharge gap - prostor mezi elektrodami, dielectric 
barrier - dielektrická bariéra, high voltage electrode - vysokonapěťová elektroda, ground 
electrode - uzemněná elektroda [34] 
Dielektrický bariérový výboj získáme, jestliže k dvojici elektrod, mezi nimiž se nachází 
dielektrická bariéra, připojíme vysoké střídavé napětí s amplitudou větší než je průrazné 
napětí plynu mezi elektrodami. Dielektrická bariéra zde slouží jako sériově připojený 
kondenzátor, který omezuje elektrický proud v prostoru mezi elektrodami. Elektrický průraz 
v plynu způsobí lokální nabíjení bariéry, což má za následek pokles napětí v plynu. To tedy 
po velmi krátké době (řádově desítky nanosekund) klesne pod průrazné napětí plynu a výboj 
zanikne. K dalšímu výboji může dojít pouze zvýšením přiloženého napětí nebo změnou jeho 
polarity, což je důvod, proč se pro napájení bariérového výboje používá střídavé napětí [35]. 
Za atmosférického tlaku je výbojové plazma lokalizované v tenkých výbojových kanálech, 
které nazýváme mikrofilamenty. Vlastnosti jednotlivých filamentů jsou dány pouze 
vlastnostmi použitého plynu, dielektrika a konfigurací elektrod, nezávisí tedy na 
charakteristikách přivedeného napětí. Velikost amplitudy však má vliv na to, kolik filamentů 
vznikne. Značnou nevýhodou filamentárního módu je jeho nehomogenita [35, 36]. 
Za určitých podmínek (plyn, frekvence, napětí, případně konfigurace elektrod) lze získat 
zdánlivě homogenní difuzní mód DBD. V tomto módu není možné přímo rozlišit jednotlivé 
filamenty, výbojový kanál pokrývá prakticky celou plochu dielektrika. Také trvání tohoto 
výboje je podstatně delší, řádově desítky až stovky mikrosekund. Jednotlivé typy výboje tak 
lze od sebe rozlišit sledováním časového průběhu výbojového proudu. Výhodou je již 
zmiňovaná homogenita výboje, hlavní nevýhodou je pak fakt, že difuzní výboj vzniká jen 
v některých plynech nebo směsích plynů a jen v určitém rozsahu napětí a frekvencí. Na jeho 
vznik může mít vliv prostorové uspořádání elektrod [34]. 
U dielektrického bariérového výboje jsou možná dvě základní uspořádání elektrod – 
rovinné nebo prostorové. Podle orientace výbojových filamentů vůči dielektrické vrstvě pak 
výboje dělíme na objemové a povrchové [34]. 
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2.4.2 Objemový dielektrický bariérový výboj 
Objemový dielektrický bariérový výboj se generuje mezi paralelními rovinnými anebo 
koncentrickými válcovitými elektrodami. Plazma tvořené filamentárními mikrovýboji vzniká 
v homogenním elektrickém poli v celém mezielektrodovém prostoru. U objemových 
dielektrických bariérových výbojů jsou mikrofilamenty orientovány kolmo na rovinu 
dielektrika. Jejich počet narůstá se zvětšováním přiloženého napětí [33]. 
Objemový dielektrický výboj je v průmyslu využívaný na zvyšování povrchové energie 
papíru, plastových fólií, či polymerních tkanin. Výhodou tohoto uspořádání elektrod je 
technická jednoduchost, nízké nároky na dielektrickou pevnost použitého dielektrika a 
relativně velký objem vytvořeného plazmatu. Nevýhoda tohoto uspořádání spočívá 
v nemožnosti opracovávat materiály, které jsou tlustší, než je vzdálenost mezi elektrodami 
[33]. 
2.4.3 Povrchový dielektrický bariérový výboj 
Povrchové dielektrické bariérové výboje vytvářejí mikrofilamenty ve směru podélném 
s rovinou dielektrika. Takové uspořádání elektrod umožní bezproblémový kontakt plazmatu 
s povrchem opracovávaného materiálu. Na rozdíl od objemových dielektrických bariérových 
výbojů, u povrchových je elektrické pole mezi elektrodami nehomogenní [33]. 
Toto uspořádání elektrod umožňuje opracovávat materiály libovolné tloušťky, ale pouze 
povrchově, protože tloušťka vzniklého plazmatu odpovídá tloušťce samotných 
mikrofilamentů (desetiny milimetrů). Nevýhodou je eroze kovových elektrod v důsledku 
přímého kontaktu s generovým plazmatem, tím se zkracuje životnost systému povrchového 
dielektrického bariérového výboje [33, 34]. 
2.5 Plazmová sterilizace 
Plazmovou sterilizací rozumíme vystavení mikroorganismů účinkům elektrického výboje 
v prostředí plynu. Důležitou podmínkou je, že plyny nebo jejich směsi nemají za normálních 
podmínek biocidní účinky. Ty jsou aktivovány až působením elektrického výboje a 
deaktivovány bezprostředně po vypnutí budícího zdroje [5, 6]. 
Výhodou plazmové sterilizace je absence toxických, karcinogenních látek a nebezpečného 
gama záření [17]. 
2.5.1 Historie plazmových sterilizací 
První zmínka o plazmatu jako sterilizačním médiu byla v roce 1968 uvedena v Menashiho 
patentu. Pro buzení plazmatu bylo využíváno RF pole a jako pracovní plyn byl použit argon. 
Za atmosférického tlaku byly tímto způsobem sterilizovány vnitřní povrchy ampulek. Jednalo 
se o koronový výboj. Výboj byl realizován tak, že do vnitřku nádoby byla vložena jedna 
elektroda a vně omotaná cívka sloužila jako druhá elektroda. Menashi byl schopný 
inaktivovat koncentraci 106 spór v čase kratším než jedna sekunda. Bylo nezbytné, aby 
plazma bylo v přímem kontaktu s vnitřkem nádoby. Důvodem byl předpoklad, že biocidní 
účinek je způsoben intenzivním zahřátím spór v tak krátkém čase, že nedošlo k výraznému 
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ohřevu skleněné nádoby (tento mechanismus byl později nazván mikrospalování Peeples a 
Anderson, 1985) [5]. 
S dalšími patenty přichází Ashman a Menashi (1972), Boucher (Gut) (1980) a Bithelll 
(1982). Ukazuje se tak, že elektrický výboj ve vhodném plynu (nebo směsi plynů) může vést 
k inaktivaci mikroorganismů [17]. 
Pro vybuzení plazmového výboje se tak začíná využívat RF pole, a to hlavně frekvence 
13,56 MHz (celosvětová autorizovaná frekvence pro průmyslové, vědecké a medicínské 
aplikace). Boucher (Gut) (1980) však také realizuje vybuzení a udržení plazmatu pomocí 
mikrovlnné frekvence 2450 MHz (frekvence používaná v mikrovlnných troubách) [17]. 
Časem se objevuje mnoho dalších zařízení pro plazmovou sterilizaci. Například 
Tensmayer a kolektiv (1981) využili pro sterilizaci vnitřních ploch láhví mikrovlnné pole, 
které však bylo aplikováno zvnějšku (na rozdíl od Menashiho systému z roku 1968, kde byl 
výboj buzen pomocí RF pole startovaného laserovým pulsem) [17]. 
Plazmové sterilizace byly ve svých počátcích prováděny ve třech různých tlakových 
oblastech. V oblastech nízkého tlaku (1–10 Torr), středního tlaku (0,1–10 Torr) a 
atmosférického tlaku. Většina počátečních experimentů se prováděla v oblasti středních tlaků. 
Postupem času se však ukázala velká výhoda použití sterilizace za atmosférického tlaku [5]. 
 
Obrázek č. 3: Schéma jedné z prvních aparatur pro plazmovou sterilizaci, Boucher (1980). 
Matching network – přizpůsobovací člen, RF generator – radiofrekvenční generátor [5] 
2.5.2 Princip sterilizace plazmatem 
Plazmová sterilizace je řazena mezi fyzikální sterilizační metody. Principem této metody je 
působení jak fyzikálních vlivů, tak vlivů chemických, vznikajících chemickými změnami 
prostředí. Vznik chemických agens je zcela závislý na fyzikálních vlastnostech plazmatu, to 
znamená, že jej nelze získat bez přítomnosti plazmového výboje [17]. 
Plazmové sterilizační zařízení je takový systém, ve kterém je výhradně plazma zodpovědné 
za inaktivaci mikroorganismů. Předměty mohou být sterilizovány přímým kontaktem 
s plazmatem nebo v dohasínajícím plazmatu. Ve srovnání s výbojem samotným obsahuje 
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dohasínající plazma relativně málo nabitých částic, což jsou v podstatě radikály a molekuly, 
které byly v excitovaném stavu. Hlavní výhody používání dohasínajícího plazmatu pro 
sterilizační účely oproti plazmovému výboji je především teplota. Plyn ve výboji dosahuje až 
několik set °C, zatímco dohasínající plazma nepřesáhne 50 °C, což hraje důležitou roli při 
sterilizaci tepelně citlivých materiálů. Ovšem sterilizační čas je mnohem kratší ve vlastním 
výboji, než v jeho dohasínajícím plazmatu [24]. 
Sterilizace při přímé expozici plazmatem nastává ve výrazně kratších časech než sterilizace 
v dohasínajícím výboji, nicméně sterilizace v dohasínajícím výboji je mnohem bezpečnější, 
jednodušší a má nižší provozní náklady. Významným nedostatkem plazmových sterilizací je 
jejich závislost na tloušťce vrstvy mikroorganismů určených ke sterilizaci. Důvodem je 
omezená hloubka penetrace UV záření [5]. 
2.5.3 Mechanismy inaktivace pomocí plazmatu 
Konkrétní mechanismy zodpovědné za inaktivační účinky plazmatu: [34] 
• letální poškození genetického materiálů působením UV záření 
• fotoindukovaná eroze mikroorganismů 
• eroze mikroorganismů vlivem reaktivních částic (proces leptání) 
• oxidace buněčných částí (membrána, proteiny, DNA) v důsledku působení volných 
 radikálů obsahujících kyslík 
• rozpad buněk v důsledku akumulace nabitých částic na membráně 
Cílem mnoha studií je snaha izolovat tyto jednotlivé mechanismy pro jejich důkladnější 
výzkum, což se s výjimkou UV záření příliš nedaří [37]. 
Jednotlivé mechanismy působení jsou do jisté míry závislé na charakteristice plazmatu 
(velikost napětí, použitý plyn, tlak použitého plynu) [37]. 
2.5.3.1 Letální poškození genetického materiálu působením UV záření 
Germicidní účinek UV záření je založen na fotochemickém poškození nukleových kyselin 
(DNA a RNA), proteinů, enzymů, případně jiných buněčných molekul. V důsledku působení 
UV záření dochází k deformaci prostorové struktury biomolekul, vzniku kovalentních vazeb 
případně změně chemického složení molekuly. Účinek UV záření se liší v závislosti na 
rozsahu aplikovaných vlnových délek [34]. 
Nukleové kyseliny absorbují UV záření v rozsahu vlnových délek 240–280 nm, 
absorpčního maxima dosahují při 260–265 nm. Výsledkem je vznik thyminových dimerů, 
které následně inhibují replikaci genetické informace. Při užití UV záření v rozsahu 320–
400 nm dojde k iniciaci změn nenasycených mastných kyselin v buněčné membráně, 
výsledkem je pak změna permeability buněčné membrány. UV záření může působit také 
nepřímo, při fotoindukované chemické reakci vzniku např. ozónu, peroxidu nebo jiných 
volných radikálů [34]. 
Vliv UV záření na inaktivaci mikroorganismů v atmosférickém výboji je předmětem 
neustálé diskuze. 
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2.5.3.2 Fotoindukovaná eroze mikroorganismů 
Fotoindukovaná eroze mikroorganismů je výsledkem působení UV fotonů, které po 
dopadu štěpí chemické vazby buněčného materiálu, což vede k formování těkavých sloučenin 
z atomů vlastního mikroorganismu. Těkavé meziprodukty těchto nerovnovážných 
chemických reakcí jsou malé molekuly, např. peroxid, ozon, oxid uhelnatý [34]. 
2.5.3.3 Eroze mikroorganismů vlivem reaktivních částic (leptání) 
Leptání je výsledkem absorpce reaktivních částic plazmatu na povrchu mikroorganismů, 
kde vstupují do chemických reakcí, které vedou k formování těkavých sloučenin (CO2, H2O) 
[34]. 
2.5.3.4 Oxidace buněčných částí působením volných radikálů 
Volné radikály vznikají jako produkty srážkových procesů v plazmatu následovaných např. 
disociačními nebo excitačními procesy. Tyto atomy, molekuly nebo ionty jsou schopny 
samostatné existence. Volné radikály mají ve svém elektronovém obalu minimálně jeden 
nespárovaný elektron, v důsledku čehož jsou vysoce reaktivní. Reagují i s ostatními 
biomolekulami, čímž vytvářejí další volné radikály. Tento děj má tendenci šířit se řetězově. 
Volné radikály hrají důležitou roli při většině povrchových interakcí [36]. 
Z hlediska inaktivačních procesů jsou nejvýznamější volné radikály kyslíku a dusíku, např. 
O, *2O , O3, OH
*
, NO, NO2 atd. Jedná se o silná oxidační činidla. Mohou reagovat 
s fosfolipidy a lipoproteiny membrán, s nukleovými kyselinami, sacharidy a polysacharidy, 
bílkovinami a enzymy, výsledkem čehož je nevratné poškození buněčného materiálu [34]. 
2.5.3.5 Rozpad buněk akumulací nabitých částic na membráně 
Elektrostatická síla způsobená nahromaděním náboje na vnější membráně může překonat 
sílu vláken membrány a způsobit její prasknutí. Tento proces byl prokázán především pro 
inaktivaci gram-negativních bakterií, které disponují nerovnoměrným povrchem. Takový 
povrch umožňuje nahromadění náboje. Povrch, tvar a struktura hrají v tomto 
elektrofyzikálním procesu lýze buněk důležitou roli. Tuto teorii potvrdil ve svých studiích 
Laroussi za pomocí gram-negativních bakterií Esterichia coli a gram-pozitivních bakterií 
Bacillus subtilis [38]. 
2.5.4 Plazmové sterilizátory 
V plazmových sterilizátorech k samotné sterilizaci nedochází účinkem ionizovaných částic 
plazmatu, na inaktivaci se podílí pouze produkty plazmochemických procesů, ke kterým 
během sterilizace v plazmatu dochází. Jejich sterilizační cykly zahrnují čistě chemickou fázi 
[24]. 
Celý proces tedy probíhá následovně (viz. obrázek č. 4). Nejdříve dochází k vytvoření 
vakua v komoře sterilizátoru a ke snížení vnitřního tlaku. Do komory je posléze vstříknut 
roztok peroxidu vodíku. Ten je odpařen, vzniklý oblak zahalí všechny předměty určené ke 
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sterilizaci. Po následném snížení tlaku ve sterilizační komoře po fázi difuze se tvoří 
nízkoteplotní plazma, a to pomocí energie vysokofrekvenčních vln (přístroj Sterrad) nebo 
pomocí zdroje o frekvenci 50 Hz (přístroj HMTS). Molekuly peroxidu se po průchodu 
plazmatem rozbíjejí na volné radikály. Ty se slučují a reagují s molekulami živé hmoty, čímž 
dochází k devitalizaci mikroorganismů. Poté, kdy aktivované částice reagují 
s mikroorganismy nebo mezi sebou navzájem, ztrácejí svoji vysokou energii, slučují se a 
vzniká kyslík, vodní páry a další netoxické vedlejší produkty. Stav plazmatu se udržuje 
dostatečně dlouho a opakovaně, aby byla zajištěna dostatečná sterilita předmětů. Po skončení 
procesu se vypne zdroj vzniku plazmatu, vakuum se zruší a do komory se zavede vzduch 
filtrovaný přes filtr, čímž se tlak vyrovná s tlakem atmosférickým a zamezí se proniknutí 
škodlivých nebo jedovatých chemikálií do ovzduší [39, 40, 41]. 
 
Obrázek č. 4: Sterilizační cyklus sterilizátoru HMTS [24] 
Výhod této metody je mnoho. Sterilizace probíhá za nízké teploty, je tedy možné 
sterilizovat materiály, které by zvýšená teplota zničila, či nevratně poškodila. Nízkoteplotní 
plazma také proniká jen do velmi tenké vrstvy materiálu nástroje (do hloubky několika 
atomů) nedochází tak k ovlivnění celkových vlastností materiálu. V komoře je velice nízká 
vlhkost, což vylučuje i korozivní účinky a fyzikální změny (nástroje si zachovávají ostrost, 
ohebnost, optickou jasnost, schopnost tvorby elektrických výbojů apod.). Tato fyzikální a 
chemická omezení, přítomná u ostatních dnes využívaných sterilizačních metod, tak 
plazmovou sterilizaci staví na výhodnou pozici nové konkurenční metody, která se stále ještě 
vyvíjí a může tak nabídnout mnohé výhody [17, 39]. 
Touto metodou nelze sterilizovat předměty vyrobené z látek na bázi celulózy, tekutiny, 
silně absorbující předměty a materiály, které silně narušují oxidační činidla [39]. 
Na českém trhu dominují v oblasti plazmové sterilizace především komerční sterilizátory 
HMTS a STERRAD. 
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2.5.4.1 STERRAD 
Nízkoteplotní sterilizační systém STERRAD vyvinula americká společnost Advanced 
Sterilization Products [42]. 
Plazma je generováno pomocí vysokofrekvenčního generátoru na frekvenci 13,56 MHz ve 
válcové sterilizační komoře. Produkty plazmochemických reakcí a volné radikály se ke 
sterilizovaným předmětům dostávají otvory ve stěně komory. Sterilizační cyklus má dvě fáze 
a to fázi difuzní a fázi plazmy. Sterilizační systémy STERRAD využívají účinek peroxidu 
vodíku [22, 42]. 
2.5.4.2 HMTS 
Nízkoteplotní plazmové sterilizátory HMTS vyvinula korejská společnost HumanMeditek 
[43]. 
Plazma je generováno ve speciální komoře mezi kulovými elektrodami při frekvenci 
50 Hz. Na tyto elektrody je přivedeno vysoké napětí a je mezi ně vstřikována pára peroxidu 
vodíku [42, 44]. 
V tomto sterilizačním zařízení je možno sterilizovat i předměty s nízkou vlhkostí. [45]. 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
V experimentální části bakalářské práce se zabývám studiem vlivu teploty a UV záření na 
celkový sterilizační účinek dielektrického bariérového výboje (DBD). Metoda byla testována 
na experimentálním zařízení pracujícím za atmosférického tlaku. Byly použity různé druhy 
plynů a expozičních časů. Nosným materiálem byl papír typu Whatman No. 1. Jako modelové 
mikroorganismy byly použity spóry plísně Aspergillus niger. Účinky UV záření a teploty byly 
studovány odděleně. Účinnost sterilizačního procesu byla stanovena pomocí nepřímé 
kultivační metody. 
3.1 Použité přístroje a software 
• Laminární box – Aura mini – Bioair a EuroElone Division 
• Třepačka typu „vortex“ – REAX top – Heidolph 
• DBD aparatura 
• Termočlánek 
• Termostat – Inkubator 1 000 – Heidolph Instruments – Vitrium 
• Spektrometr – Jobin-Yvon TRIAX 550 
• Software na zpacování spektrálních čar – Spectrum Analyzer 1.6 
3.2 Experimentální zařízení 
Experimentální aparatura je založena na principu objemového dielektrického bariérového 
výboje. Plazmové zařízení (obrázek č. 5) se skládá z regulovatelného zdroje stejnosměrného 
(DC) napětí, vysokofrekvenčního zdroje, vysokonapěťového (HF) autotransformátoru a 
samotného DBD reaktoru. Výboj je generován mezi dvěma kovovými elektrodami pokrytými 
dielektrickou bariérovou vrstvou. Napětí mezi elektrodami lze při daném uspořádání měnit 
v rozsahu 3–10 kV, s frekvencí do 10 kHz. Vnější rozměry DBD reaktoru jsou 
120 × 118 × 120 mm. Objem výboje je pak dán plochou elektrod 90 × 70 mm a jejich 
vzdáleností. Vzdálenost elektrod lze pomocí šroubu měnit v závislosti na použitém pracovním 
plynu např. dusík nebo argon je vzdálenost 3 mm. Jako materiál dielektrika je použita slída, 
tloušťka vrstvy je 0,5 mm. Na obrázku č. 6 je zobrazeno schéma elektrického obvodu a 
reaktoru. 
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Obrázek č. 5: Plazmové zařízení: 1) regulovatelný zdroj stejnosměrného napětí; 2) vysoko-
frekvenční zdroj; 3) vysokonapěťový (HF) transformátor a 4) DBD reaktor [34] 
ElektrodaPřívodplynu
Odvod
plynu
Vstup napětí
Dielektrická
vrstva
Prostor výboje
Elektroda
Regulovatelný DC zdroj
AC/DC
HF transformátor
DBD reaktor
V A
A B
 
Obrázek č. 6: A) Schéma el. obvodu; B) Schéma DBD reaktoru [34] 
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Obrázek č. 7: Plazmový DBD reaktor s objemovým výbojem [34] 
3.3 Optická emisní spektroskopie plazmatu 
Optická spektroskopie je základní metodou diagnostiky plazmatu. Při měření spekter byl 
využit přístroj Jobin-Yvon TRIAX 550 s mřížkou 1 200 a 3 600 vrypů/mm, vybavený CCD 
detektorem chlazeným dusíkem. Spektra byla měřena v dusíku a argonu v rozsahu 200–
350 nm (UV oblast). Pro tento účel byla využita mřížka 3 600 vrypů/mm. Dále byla na mřížce 
1 200 vrypů měřena přehledová spektra pro oba pracovní plyny v rozmezí vlnových délek od 
300 do 850 nm. 
Spektrum dusíku a argonu bylo měřeno pomocí křemenného optického vlákna, 
zpevněného kovovou spirálou, které bylo prostrčeno skrz plexisklový kryt. 
Změření spekter provedla Mgr. Věra Mazánková, Ph.D. a doc. RNDr. František Krčma, 
Ph.D. za použití programu Spectrum Analyzer 1.6. 
3.4 Mikrobiologické postupy 
3.4.1 Použitý mikroorganismus 
Jako modelové mikroorganismy byly zvoleny spory plísně Aspergillus niger F8189, které 
byly získány z České sbírky mikroorganismů, Masarykovy univerzity v Brně. Kultivace 
proběhla na šikmém sladinovém agaru (sladina a 2 hm. % agaru Himedia RM 026) 
v termostatu při 25 °C po dobu 7 dní. 
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3.4.2 Živné médium 
Plísně byly kultivovány na sladinovém agaru. Pro přípravu sladinového agaru byla použita 
pivovarská sladina (z pivovaru Starobrno, a.s Brno). Ta byla zředěna na 7 ° dle Ballinga 
destilovanou vodou. Hodnota pH byla upravena na pH 6,6–6,8 nasyceným roztokem 
NaHCO3. Ke sladinovému extraktu byly přidány 2 hm. % agaru Himedia RM 026. Takto 
upravená sladina byla sterilizována. 
3.4.3 Fyziologický roztok 
Při ředění byl vždy použit sterilní fyziologický roztok (8,5 g NaCl v 1 l deionizované 
vody). 
3.4.4 Příprava očkovací suspenze 
Pro přípravu očkovací suspenze byla použita 7 denní kultura Aspergillus niger na šikmém 
sladinovém agaru. Do kultury ve zkumavce bylo nalito cca 5 ml sterilního fyziologického 
roztoku s přídavkem Tweenu 80 (0,1 ml na 100 ml média). Seškrábnutím pomocí 
bakteriologické kličky byly spory opatrně uvolněny do roztoku. Tato suspenze buněk byla 
nalita do sterilních centrifugačních uzavíratelných sterilních mikrozkumavek o objemu 2 ml. 
Poté byla třikrát centrifugována (4 °C, 10 000 otáček, 5 min) a promyta 2 ml sterilního 
fyziologického roztoku. Po třech promytích byla usazenina spor doplněna fyziologickým 
roztokem s přídavkem Tweenu, vznikla tak suspenze o koncentraci 1·108 spor·ml-1. Takto 
připravená suspenze mikroorganismů byla skladována až do jejího použití v lednici. 
3.4.5 Příprava vzorků 
Do sterilních Petriho misek byly vloženy sterilní disky papíru o průměru 3 cm (papír typu 
Whatman No. 1.). Na vzorky papíru bylo naneseno 100 µl očkovací suspenze. Takto 
připravené vzorky byly ponechány po dobu 24 hod v termostatu při teplotě 25 °C, aby došlo 
k vysušení vzorků. 
 
Obrázek č. 8: Petriho miska s připravenými vzorky 
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3.4.6 Vyhodnocení 
Vysušené vzorky byly opracovány ve výboji, poté byly vloženy do 10 ml fyziologického 
roztoku s přídavkem Tweenu 80 a ponechány přes noc na třepačce, kde došlo k vymytí spor 
ze vzorku. 
Pro kvantitativní vyhodnocení sterilizačních účinků DBD bylo využito nepřímého 
stanovení počtu mikrobiálních buněk plotnovou zřeďovací metodou. Principem této metody je 
počítání kolonií vyrostlých na agarových plotnách. Byla zpracována série ředěných vzorků 
tak, aby celkový počet vyrostlých kolonií na plotně s průměrem 9 cm byl po naočkování 
v rozmezí od 20 do 200 (300). Metoda vychází z předpokladu, že z jedné životaschopné 
buňky vyrůstá jedna kolonie. Pro tyto účely byl využit koeficient ředění 10. K ředění byl 
použit sterilní fyziologický roztok s přídavkem Tweenu. Takto zředěná suspenze byla 
naočkována přelivem na sterilní Petriho misky. Po určité době bylo možné stanovit počet 
vyrostlých kolonií, tzv. CFU (colony forming unit), které by měly odpovídat počtu přeživší 
populace mikroorganismů [4, 46]. 
Pro každý vzorek byly připraveny 2 uzavíratelné sterilní mikrozkumavky s 900 µl sterilní 
vody a tři Petriho misky. V mikrobiologickém boxu bylo ze vzorku odebráno 100 µl a 
naočkováno pod plamenem do Petriho misky č. 1. Dalších 100 µl vzorku bylo přidáno do 
první mikrozkumavky, promícháno a pod plamenem vneseno do Petriho misky č. 2. Poté bylo 
odebráno 100 µl vzorku z první mikrozkumavky, přeneseno do druhé mikrozkumavky a po 
promíchání naočkováno pod plamenem do Petriho misky č. 3. Všechny misky se vzorky byly 
pod plamenem zality sterilním sladinovým agarem. Po rozlití byl sladinový agar ještě 
krouživým pohybem promíchán se vzorkem v misce. Jakmile média ztuhly, byly misky 
uloženy do termostatu (25 °C). Počet kolonií byl pro lepší čitelnost spočítán po 3 dnech 
kultivace, poté byly kolonie ještě dva nebo tři dny kontrolovány. 
Pro vyhodnocení byly vybrány plotny s počtem kolonií 20–200 (300). Počet kolonií na 
plotně (průměrná hodnota z paralelních ploten) byl násoben příslušným ředěním a vyjadřován 
jako počet kolonií na jeden mililitr [46]. 
 
Obrázek č. 9: Petriho miska č. 1,2 a 3 s koloniemi Aspergillus niger po vystavení plazmatu o 
hustotě 2,04 W.cm-3 v dusíku, délka opracování 5 s, doba kultivace 5 dnů 
3.5 Experimentální podmínky a opracování vzorků 
Opracování vzorků probíhalo za přesně definovaných podmínek, které lze charakterizovat 
hustotou plazmového výkonu, expozičním časem a druhem pracovního plynu. Jednotlivé 
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parametry bylo možno postupně měnit a sledovat tak jejich vliv na celkový sterilizační účinek 
DBD. 
Hustota plazmového výkonu je charakterizována vzorcem: 
V
IU
x
η⋅⋅
= , 
kde U znamená napětí, I je proud, η je účinnost a V je objem plazmatického výboje. Pro naše 
zařízení se používají rozměry elektrod 90 x 70 mm a vzdálenost elektrod 3 mm. Účinnost 
zařízení je 0,4. Pro vložené napětí 70 V je hustota plazmového výkonu 2 562,96 mW·cm-3 
(pro argon) a 2 044,44 mW·cm-3 (pro dusík), u těchto plazmových výkonů bylo v předchozích 
měřeních dosaženo nejlepších sterilizačních účinků (viz. [36]). 
Každá série vzorků byla opracovávána v časech 5, 10, 20, 40, 60, 120 a 180 sekund. 
Vzorky byly po dobu 30 s vystaveny účinkům DBD, poté byl výboj vypnut. Výboj byl vypnut 
na cca. 2 min, kdy docházelo k ochlazování elektrod pracovním plynem, tímto byl eliminován 
vliv teploty. Průtok pracovních plynů, argonu nebo dusíku, dosáhl 3 l·min-1. Nosným 
materiálem byl papír typu Whatman No. 1. 
Kontaminované vzorky papíru byly vystaveny účinkům dielektrického bariérového výboje 
za atmosférického tlaku buzeného v argonu a dusíku. Aby nedošlo k sekundární kontaminaci, 
byl nejprve celý box dezinfikován ethanolem a pinzeta používaná pro aplikaci vzorků byla 
ještě navíc pravidelně sterilizována plamenem. Vzorek byl umístěn do středu mezi elektrody, 
byla nastavena požadovaná vzdálenost elektrod (3 mm). Poté byl box uzavřen. Objem 
reaktoru má cca. 3 l, proto bylo potřeba, počkat 2 minuty než došlo k naplnění aparatury 
pracovním plynem. Poté bylo spuštěno zařízení na daný čas, při přednastaveném napětí 
70 V a frekvenci, která byly nastavována tak, abychom dosáhli maximálního proudu. 
Postupně byly proměřeny série vzorků při daných expozičních časech. V průběhu měření byly 
odečítány proudy, které zůstávaly konstantní. Po expozici plazmatem byly vzorky vloženy do 
10 ml fyziologického roztoku s Tweenem 80, protřepány a ponechány na třepačce do druhého 
dne, kde došlo k vymytí spor ze vzorku. 
Vliv UV záření a teploty (tu nelze eliminovat) byl studován v plazmatu pomocí 
křemenného skla propouštějící toto záření. Při opracování byla část vzorků zakrytá 
křemenným sklíčkem a část ponechána volně. 
Účinky UV záření a teploty byly studovány odděleně. Při studiu teplotní inaktivace byla 
pomocí termočlánku proměřena teplota působící mezi elektrodami, poté byly v termostatu 
vzorky vystaveny teplotě shodné s teplotou naměřenou mezi elektrodami. 
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4 VÝSLEDKY A DISKUZE 
Cílem této bakalářské práce bylo studium sterilizačních účinků teploty a UV záření 
přítomných v dielektrickém bariérovém výboji na modelovém mikroorganismu (Aspergillus 
niger) a srovnání výsledků dosažených pro jednotlivé agens s výsledky získanými při 
synergickém působení všech agens přítomných ve výboji. Získané výsledky byly shrnuty do 
následujících grafů a tabulek. 
4.1 Diagnostika plazmatu 
Optická diagnostika je jednou z hlavních a nejvíce používaných metod pro diagnostiku 
plazmatu. Mezi tyto optické diagnostické metody patří optická emisní spektroskopie. 
Principem optické emisní spektroskopie je detekce záření, které je emitováno excitovanými 
částicemi plazmatu při přechodu z jedné energetické hladiny na druhou. Pomocí této metody 
lze získat různé informace o vlastnostech plazmatu, jako je jeho chemické složení, velikost 
rotační či vibrační teploty a jiné. 
Při měření spekter byl využit přístroj Jobin-Yvon TRIAX 550 s mřížkou 1 200 a 
3 600 vrypů/mm, vybavený CCD detektorem chlazeným dusíkem. Spektra byla měřena 
v dusíku i argonu v rozsahu 200–350 nm (UV oblast). Pro tento účel byla využita mřížka 
3 600 vrypů/mm. Dále byla na mřížce 1 200 vrypů měřena přehledová spektra pro oba 
pracovní plyny v rozmezí vlnových délek od 300 do 850 nm. 
Pomocí optické emisní spektroskopie byla provedena diagnostika DBD výboje pracujícího 
v dusíku a argonu. Spektrum dusíku a argonu bylo měřeno pomocí křemenného optického 
vlákna, zpevněného kovovou spirálou, které bylo prostrčeno skrz plexisklový kryt. 
Na základě získaných spekter (viz. obrázek č. 10 a 11) byl zhodnocen vliv jednotlivých 
agens (aktivní částice – např. přítomnost OH, O radikálu; UV záření – přítomnost NO 
systému, teplota) na celkový sterilizační účinek DBD výboje. Výsledky obou spekter jsou 
uvedeny v tabulce č. 3. Z časových důvodů nebyla vyhodnocena rotační a vibrační teplota. 
Volné radikály (např. O, N2, O3, OH*, NO, NO2) mají v procesu sterilizace plazmatem 
zásadní roli. Vzhledem k jejich vysoké reaktivitě jsou nepostradatelným sterilizačním 
činitelem účastnícím se mnoha chemických reakcí, které vedou ke změně či úplné ztrátě 
funkčnosti důležitých biomolekul. Přítomnost těchto chemických agens v plazmovém výboji 
byla ověřena právě pomocí optické emisní spektroskopie. 
Na obrázku č. 10 je znázorněno emisní spektrum výboje buzeného v argonu. Spektrum 
argonu má silné emise kolem 308 nm, což je způsobeno přítomností OH-systému. Dále lze 
identifikovat druhý pozitivní systém dusíku (337, 357 a 380 nm) a v rozmezí vlnových délek 
385–389 nm pak CN-systém. V přehledovém spektru byly viditelné argonové čáry (oblast nad 
690 nm) a čáry atomárního kyslíku (777 nm). Ačkoliv byla předpokládána i přítomnost NO-
systému, nepodařilo se ho detekovat. 
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Obrázek č. 10: Optické emisní spektrum výboje buzeného v argonu (200–350 nm) 
Obrázek č. 11 znázorňuje emisní spektrum výboje buzeného v dusíku. Na tomto spektru 
byl identifikován, shodně jako na spektru argonu, OH-systém v oblasti 306–310 nm. 
V rozmezí 220–290 nm byla objevena emise NOγ molekulového pásu, čímž byla prokázána 
přítomnost UV záření a jeho možný podíl na inaktivačním procesu. Tento jev byl způsoben 
stopami kyslíku, které mohly být důsledkem nečistot v pracovním plynu, ale vliv na jejich 
vznik mohla mít i netěsnost aparatury. S používanou konfigurací nebylo možno docílit úplné 
těsnosti. Na emisním spektru se vyskytuje také druhý pozitivní systém dusíku (315, 337, 357 
a 380 nm). Všechny identifikované systémy a příslušné vlnové délky byly shrnuty do tabulky 
č. 3. 
 
Obrázek č. 11: Optické emisní spektrum výboje buzeného v dusíku (200–350 nm) 
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Na základě výsledků ES bylo zjištěno, že argon dosahuje lepších sterilizačních účinků než 
dusík. I když nebyly ve spektru výboje buzeného v argonu identifikovány čáry NO (UV 
oblast 200–300 nm, kde je absorpce DNA nejvyšší), bylo při použití argonu jako pracovního 
plynu dosaženo sterilizace rychleji, díky přítomnosti radikálu OH a atomárního kyslíku. OH-
systém byl identifikován také v dusíku, ale v argonu byla jeho intenzita mnohem vyšší. 
Tabulka č. 3: Identifikované píky s příslušnými vlnovými délkami 
Vlnová délka [nm] Argon Dusík 
220–290 — NOγ-systém 
306–310 OH-systém OH-systém 
315 — N2-2. pozitivní systém (pás 1 – 0) 
337 N2-2. pozitivní systém (pás 0 – 0) N2-2. pozitivní systém (pás 0 – 0) 
357 N2-2. pozitivní systém (pás 0 – 1) N2-2. pozitivní systém (pás 0 – 1) 
380 N2-2. pozitivní systém (pás 0 – 2) N2-2. pozitivní systém (pás 0 – 2) 
385–389 CN-systém — 
690 Ar čáry — 
777 čáry O — 
Rotační a vibrační teploty nebyly z časových důvodů spočítány, proto byly mé výsledky 
srovnány s výsledky uveřejněnými v práci [36]. Výsledky byly srovnatelné, tudíž bylo možno 
použít výsledků rotačních a vibračních teplot z této práce (tabulka č. 4). 
Rotační a vibrační teploty jsou významnými charakteristikami plazmatu. Rotační teplota 
poskytuje informace o přítomnosti těžkých částic, obsažených ve výboji, a přibližně odpovídá 
teplotě neutrálního plynu. Z naměřených hodnot je patrné, že v případě argonu jako 
pracovního plynu lze vliv teploty, vzhledem k její nízké hodnotě, na inaktivaci 
mikroorganismů zanedbat. V případě plazmatu generovaného v dusíku však mohla mít teplota 
vliv na inaktivaci mikroorganismů. 
Vibrační teploty poskytují informaci o úrovni excitace plazmatu. V neizotermickém 
plazmatu bývá zpravidla vyšší než teplota rotační. Z výsledků je tedy patrné, že použité 
plazma je neizotermické. 
Tabulka č. 4: Rotační a vibrační teploty pro argon a dusík [36] 
Plyn – hustota výkonu Trot [K] Tvibr [K] 
Argon – 2 562,96 mW·cm-3 290 ± 10 1 650 ± 500 
Dusík – 2 044,44 mW·cm-3 570 ± 110 1 580 ± 150 
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4.2 Měření teploty pomocí termočlánku 
Při studiu teplotní inaktivace byla pomocí termočlánku proměřena teplota působící mezi 
elektrodami. Postupovalo se stejným způsobem jako při opracovávání vzorků, s tím rozdílem, 
že byla změřena vždy teplota před spuštěním zařízení (teplota 1) a po ukončení působení 
dielektrického bariérového výboje (teplota 2). Mezi elektrody nebyly vkládány vzorky, ale 
termočlánek. Výboj byl spuštěn vždy na 30 s, poté následovala 2 min pauza. Celkem bylo 
proměřeno 6 dvojic teplot při výboji generovaném v argonu a 6 dvojic při výboji 
generovaném v dusíku. Poté byly v termostatu vzorky vystaveny teplotě shodné s teplotou 
naměřenou mezi elektrodami při použití dusíku jako pracovního plynu, jelikož dusík 
vykazoval vyšší nárůst teplot než argon. 
Z naměřených hodnot je patrné, že při použití dusíku jako pracovního plynu dochází 
během 30 s k ohřevu o cca. 8–10 °C. Při chladnutí se prostor mezi elektrodami ochladí asi o 
2–8 °C. Vzorky opracovávané 30 s byly vystaveny teplotě 25–36 °C, zatímco při delším 
působení plazmatu např. 180 s působí na vzorky již teplota 48–58 °C (viz. tabulka č. 5). 
Při použití argonu dochází během 30 s k ohřevu o cca. 7–8 °C. Při chladnutí se prostor 
mezi elektrodami ochladí asi o 4–6 °C. Vzorky opracovávané 30 s byly vystaveny teplotě 28–
36 °C, při 180 s působila na vzorky teplota 42–49 °C (viz. tabulka č. 5). 
V argonu dochází k menšímu ohřevu než v dusíku (viz. tabulka č 5), to lze také podpořit 
výsledky rotačních teplot. Z důvodu většího nárůstu teploty u dusíku byly použity tyto 
hodnoty pro další měření. 
Tabulka č. 5: Teploty působící mezi elektrodami při výboji generovaném v argonu a dusíku 
Číslo 
měření Čas [s] 
Argon Dusík 
Teplota 1 
[°C] 
Teplota 2 
[°C] 
Teplota 1 
[°C] 
Teplota 2 
[°C] 
1 30 28,1 36,2 25,3 35,9 
2 60 32,2 39,8 33,5 44,1 
3 90 36,1 44,4 38,4 48,5 
4 120 38,9 46,0 41,6 53,8 
5 150 40,7 47,8 45,8 53,7 
6 180 42,3 49,0 47,8 57,7 
4.3 Vliv UV 
Ultrafialové (UV) záření je elektromagnetické záření s vlnovou délkou kratší než má 
viditelné světlo, avšak delší než má rentgenové záření. UV záření zaujímá oblast vlnových 
délek od 200 do 400 nm. Má silné mutagenní a letální účinky na mikroorganismy. Největší 
mutagenní a letální účinky má UV záření o vlnové délce, jež je nejvíce absorbována 
nukleovými kyselinami (200–300 nm). 
Jednou skupinou zdrojů UV záření jsou předměty zahřáté na vysokou teplotu, poskytující 
spojité spektrum. Druhou skupinou zdrojů jsou různé typy výbojek, vydávajících čárové 
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spektrum, odpovídající vyzařování excitovaných elektronů na vnějších sférách atomů prvku, 
který je použit jako pracovní látka [47]. Zdrojem námi používaného UV záření je druhý 
případ. 
Vliv UV záření a teploty (tu nelze při výboji eliminovat) byl studován v plazmatu pomocí 
křemenného skla propouštějící toto záření. Nebylo možno použít obyčejné sklo, jelikož 
pohlcuje jen UV záření o vlnové délce pod 320 nm, na rozdíl od toho křemenné sklo 
propouští celou krátkovlnnou oblast UV. 
Opracovávání vzorků probíhalo obdobným způsobem a za stejných experimentálních 
podmínek jako při opracovávání plazmatem, jen s tím rozdílem, že při opracování byla část 
vzorků zakrytá křemenným sklíčkem a část ponechána volně. Vzorky zakryté křemenným 
sklíčkem tak byly ušetřeny působení aktivních částic, podléhaly jen účinkům UV záření a 
teploty, kterou nelze nikdy zcela eliminovat. 
Na obrázku č. 13 je znázorněno srovnání sterilizačních účinků plazmatu a UV záření 
v kombinaci s teplotou při výboji generovaném v argonu (2 562,96 mW·cm-3). Z grafu je 
patrné, že dielektrický bariérový výboj pronikající přes křemenné sklíčko měl mnohem nižší 
sterilizační účinek než výboj působící přímo na vzorek, jelikož na vzorky bez sklíčka působily 
kromě UV záření a teploty i aktivní částice. Při přímé expozici plazmatu bylo dosaženo 
redukce 8 řádů již za 40 s, zatímco za stejnou dobu bylo při působení UV a teploty dosaženo 
redukce jen o 1 řád. Po 180 s opracovávání pod sklem jsme se finálně dopracovali k redukci o 
necelé 2 řády. 
 
Obrázek č. 13: Srovnání sterilizačních účinků plazmatu a UV záření v kombinaci s teplotou 
při výboji generovaném v argonu (2 562,96 mW·cm-3) 
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Obrázek č. 14 je grafickým srovnáním sterilizačních účinků plazmatu a UV záření 
v kombinaci s teplotou při výboji generovaném v dusíku (2 044,44 mW·cm-3). Shodně jako 
v případě argonu bylo prokázáno, že vyšší sterilizační účinek vykazuje plazmový výboj. Při 
přímé expozici plazmatu bylo dosaženo redukce 8 řádů za 120 s, zatímco za stejnou dobu 
bylo při působení UV a teploty dosaženo redukce asi o 1 řád. Po 180 s opracovávání pod 
sklem bylo dosaženo redukce mikroorganismů o 2 řády. 
 
Obrázek č. 14: Srovnání sterilizačních účinků plazmatu a UV záření v kombinaci s teplotou 
při výboji generovaném v dusíku (2 044,44 mW·cm-3) 
Jedním z důvodů nízkého účinku UV záření na spory plísně Aspergillus niger, je jeho 
vysoká odolnost vůči UV, díky jeho černé pigmentaci. Mikroorganismy se vzájemně značně 
liší svou odolností k účinkům UV světla, proto by bylo vhodné vyzkoušet tento vliv i na 
dalších mikroorganismech, které vykazují nižší odolnost vůči UV záření. 
Při srovnání výsledků (obrázek č. 13 a 14) získaných při stejných podmínkách v argonu a 
dusíku byl vyšší sterilizační účinek pozorován v argonu. Při přímé expozici plazmatu 
s argonem, jako pracovním plynem, bylo dosaženo redukce 8 řádů již za 40 s, zatímco 
s dusíkem bylo této redukce dosaženo až za 120 s. Při působení UV záření v kombinaci 
s teplotou došlo při 180 s k redukci o 2 řády u obou pracovních plynů. 
Obrázky č. 15 a 16. slouží k porovnání přeživších kolonií Aspergillus niger, které byly 
vystaveny působení UV záření v kombinaci s teplotou (obrázek č. 15) a účinkům plazmatu 
(obrázek č. 16) po dobu 0, 10, 40 a 120 s, v obou případech byl výboj generován v dusíku. 
Ne vždy bylo dosaženo očekávaných výsledků, velmi záleželo na kvalitě povrchu a čistotě 
používaného křemenného sklíčka. Sebemenší zrnko prachu totiž vytváří stín, v němž mohou 
spory plísní přežívat delší dobu. Vliv na efektivitu sterilizace mohl mít i papír jako nosné 
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médium. Mikroorganismy mohou být zachyceny v pórech papíru, což může vést ke zhoršení 
kontaktu mikroorganismu s plazmatem a následnému snížení účinnosti dekontaminačního 
procesu. Pórovitost papíru navíc ztěžuje uvolnění spor do roztoku, což může také zkreslit 
výsledky. 
 
Obrázek č. 15: Porovnání přeživších kolonií Aspergillus niger v časech 0, 10, 40 a 120 s 
(výboj generován v dusíku, vliv UV a teploty, doba kultivace 5 dnů) 
 
Obrázek č. 16: Porovnání přeživších kolonií Aspergillus niger v časech 0, 10, 40 a 120 s 
(výboj generován v dusíku, vliv plazmatu, doba kultivace 5 dnů) 
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4.4 Vliv teploty 
4.4.1 Měření v termostatu 
Jelikož v argonu dochází k menšímu ohřevu než v dusíku (viz. tabulka č. 5), což lze také 
podpořit výsledky rotačních teplot (bylo zjištěno, že v případě argonu jako pracovního plynu 
lze vliv teploty, vzhledem k její nízké hodnotě, na inaktivaci mikroorganismů zanedbat), byly 
v tomto měření použity teploty naměřené mezi elektrodami při použití dusíku jako pracovního 
plynu. 
Pro přípravu vzorků byl použit stejný postup přípravy jako u vzorků opracovávaných 
v plazmatu. Vzorky byly umístěny v termostatu, kde byly vystaveny teplotě, která byla 
naměřena mezi elektrodami DBD při použití dusíku jako pracovního plynu. Počáteční teplota 
byla nastavena na 36 °C. Po 30 s byla z termostatu odebrána první Petriho miska se vzorky. 
Ostatní Petriho misky se vzorky byly odebrány po 2 minutách. Po odebrání vzorků byla 
naměřena teplota 32 °C (teplota se snížila po otevření termostatu). Poté byl termostat nastaven 
na teplotu 44 °C. Po dosažení této teploty byly vzorky vloženy zpět do termostatu. Postup byl 
stále stejný. Poslední vzorek byl vystaven teplotě 58 °C. Takto získané výsledky byly 
srovnány s výsledky dosaženými při přímé expozici plazmatem.  
Tabulka č. 6: Teploty shodné s teplotami naměřenými ve výboji generovaném v dusíku a 
teploty získané při měření v termostatu. Teplota 1 – teplota nastavená na termostatu, 
Teplota 2 – teplota získaná vždy před nastavením další teploty naměřené mezi elektrodami 
Číslo měření Čas [s] Teplota 1 [°C] Teplota 2 [°C] 
1 30 36 32 
2 60 44 40 
3 90 49 42 
4 120 53 46 
5 150 54 48 
6 180 58 — 
Na obrázku č. 17 je znázorněno srovnání sterilizačních účinků plazmatu, UV záření 
v kombinaci s teplotou (nelze ji eliminovat) a teploty samotné. Z grafu je patrné, že největšího 
sterilizačního účinku bylo dosaženo u plazmatu, jelikož při plazmovém výboji působí na 
mikroorganismy kromě UV záření a teploty i aktivní částice. Naopak nejmenší sterilizační 
účinek, ne-li téměř žádný, byl pozorován při teplotní inaktivaci. Což mohlo být způsobeno 
tím, že Aspergillus niger je schopen přežít teploty 45–47 °C [9]. I když byly tyto teploty 
překročeny, byla doba vystavení mikroorganismu účinkům vyšších teplot natolik krátká, že 
neměla žádný vliv na inaktivaci. Běžně je horkovzdušná sterilizace prováděna při teplotách 
160–180 °C v časovém rozmezí 30 až 120 min (viz. tabulka č. 1). V tomto případě byl tedy 
vliv teploty zcela zanedbatelný. Výsledky nám ukázaly i to, že sterilizační účinek DBD roste 
s délkou expozičního času. Při přímé expozici plazmatu bylo dosaženo redukce 8 řádů 
za 120 s, zatímco za stejnou dobu bylo při působení UV a teploty dosaženo redukce o 1 řád, 
vlivem teploty bylo dosaženo redukce jen o méně než 1/2 řádu. Při působení UV v kombinaci 
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s teplotou bylo po 180 s dosaženo redukce o 2 řády, při působení jen samotné teploty bylo 
dosaženo redukce o 1/2 řádu. 
 
Obrázek č. 17: Srovnání sterilizačních účinků plazmatu, UV záření v kombinaci s teplotou a 
teploty (výboj generován v dusíku) 
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5 ZÁVĚR 
Cílem této bakalářské práce bylo studium vlivu teploty a UV záření na celkový sterilizační 
účinek dielektrického bariérového výboje. Sterilizační účinky byly zkoumány na modelovém 
mikroorganismu, kterým byly spory plísně Aspergillus niger. Tento mikroorganismus 
vykazuje zvýšenou odolnost vůči UV záření, které je jednou ze složek inaktivačního procesu. 
Dalšími složkami jsou aktivní částice a teplota. 
Teoretická část je věnována rozboru standardních sterilizačních postupů, plazmové 
sterilizaci a plazmatu. Dále je zde popsán princip dielektrického bariérového výboje a různé 
druhy tohoto výboje. 
Experimentální část popisuje experimentální zařízení, veškeré námi používané 
mikrobiologické postupy a postup při opracovávání vzorků. 
V části výsledky a diskuze jsou diskutovány výsledky studia vlivu teploty a UV záření na 
celkový sterilizační účinek DBD. 
V této práci byl pro opracování vzorků použit dielektrický bariérový výboj (DBD) 
pracující za atmosférického tlaku. Výboj byl generován v argonu a dusíku. Hustota výkonu 
dodávaného do plazmatu byla 2 562,96 mW·cm-3 (pro argon) a 2 044,44 mW·cm-3 (pro 
dusík), u těchto plazmových výkonů bylo v předchozích měřeních dosaženo nejlepších 
sterilizačních účinků. Nosným materiálem byl papír typu Whatman No. 1. Každá série vzorků 
byla opracovávána vždy v časech 5, 10, 20, 40, 60, 120 a 180 sekund. Vliv UV záření byl 
studován v plazmatu pomocí křemenného skla propouštějící toto záření. Při opracování byla 
část vzorků zakrytá křemenným sklíčkem a část ponechána volně. Dielektrický bariérový 
výboj pronikající přes křemenné sklíčko měl nižší sterilizační účinek než výboj působící 
přímo na vzorek, jelikož na vzorky bez sklíčka působily kromě UV záření a teploty i aktivní 
částice. Při přímé expozici plazmatu s argonem, jako pracovním plynem, bylo dosaženo 
redukce 8 řádů již za 40 s, zatímco za stejnou dobu bylo při působení UV a teploty dosaženo 
redukce jen o 1 řád. Výsledky nám ukázaly i to, že sterilizační účinek DBD roste s délkou 
expozičního času. Při srovnávání výsledků získaných při stejných podmínkách v argonu a 
dusíku byl vyšší sterilizační účinek pozorován v argonu. Při přímé expozici plazmatu 
s argonem, jako pracovním plynem, bylo dosaženo redukce 8 řádů již za 40 s, zatímco 
s dusíkem bylo této redukce dosaženo až za 120 s. Při působení UV záření v kombinaci 
s teplotou došlo při 180 s k redukci o 2 řády u obou pracovních plynů. 
Pomocí optické emisní spektroskopie byla provedena spektrální analýza plazmatu. Ta 
prokázala přítomnost volných radikálů v plazmovém výboji. Na inaktivaci mikroorganismů se 
tedy podílely radikály dusíku, OH-radikály a O. Při srovnání spekter naměřených v dusíku a 
argonu bylo zjištěno, že intenzita OH-systému a čár atomárního kyslíku u argonu je mnohem 
vyšší než u dusíku, což znamená, že argon má vyšší sterilizační účinek než dusík. Spektrální 
čáry v UV oblasti (200–300 nm) byly prokázány pouze u dusíku. Z časových důvodů nebyla 
vyhodnocena rotační a vibrační teplota, proto byly na základě dřívějších výsledků použity 
hodnoty z [36]. 
Účinky UV záření a teploty byly studovány odděleně. Sterilizační účinky byly zkoumány 
na modelovém mikroorganismu, kterým byly spory plísně Aspergillus niger. Při studiu 
teplotní inaktivace byla pomocí termočlánku proměřena teplota působící mezi elektrodami, 
poté byly v termostatu vzorky vystaveny teplotě shodné s teplotou v plazmatu. Bylo zjištěno, 
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že v argonu dochází k menšímu ohřevu než v dusíku, to lze také podpořit výsledky rotačních 
teplot. Z důvodu většího nárůstu teploty u dusíku byly použity tyto hodnoty pro další měření. 
Takto získané výsledky byly srovnány s výsledky dosaženými při přímé expozici plazmatem. 
Při přímé expozici plazmatu bylo dosaženo redukce 8 řádů za 120 s, zatímco za stejnou dobu 
bylo při působení UV a teploty dosaženo redukce o 1 řád, vlivem teploty bylo dosaženo 
redukce jen o méně než 1/2 řádu. Při působení UV v kombinaci s teplotou bylo po 180 s 
dosaženo redukce o 2 řády, při působení jen samotné teploty bylo dosaženo redukce o 1/2 
řádu.  
Největšího sterilizačního účinku bylo dosaženo u plazmatu, jelikož při plazmovém výboji 
působí na mikroorganismy kromě UV záření a teploty i aktivní částice. Naopak nejmenší 
sterilizační účinek, ne-li téměř žádný, byl pozorován při teplotní inaktivaci. 
Během prováděných experimentů bylo prokázáno, že plazmový výboj za atmosférického 
tlaku lze úspěšně použit jako fyzikální sterilizační médium. 
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